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I. BEVEZETÉS 
 
 A streptomycesek Gram pozitív, aerob, fonalas növekedéső, elsısorban 
talajban élı baktériumok, melyek sokféle extracelluláris mechanizmussal 
rendelkeznek a növekedésüket biztosító tápanyagellátásuk, más élılényekkel 
(mikroorganizmusok, növények) való kölcsönhatásuk, és komplex, spórából 
kiinduló és sporulációval végzıdı életciklusuk biztosítására.  
A streptomycesek tanulmányozása elméleti szempontból azért fontos, 
mert életciklusuk során komplex morfológiai változásokon mennek keresztül. 
Ez a folyamat viszonylag egyszerő (mert a streptomycesek prokarióták), 
könnyen tanulmányozható, de már soksejtőnek számító differenciálódási modell 
(Chater, 1998; Chater, 2006). Morfológiai differenciálódásukkal párhuzamosan 
lejátszódó fiziológiai/biokémiai differenciálódásuk során pedig nagyszámú, a 
gyógyászatban és iparban alkalmazott vegyületet (antibiotikum, pigment, enzim, 
enzim inhibitor, rovarellenes szer, immuno-modulátor, tumor ellenes vegyület 
stb.) termelnek (Strohl, 1997; Bérdy, 2005). Mivel az egyes Streptomyces 
törzsek között lényeges különbségek vannak, s ezen eltérı törzsek különbözı, 
gyógyászati és gazdasági szempontból fontos vegyületeket termelnek, a 
legrészletesebben tanulmányozott Streptomyces coelicolor mellett további 
Streptomyces törzsek differenciálódásának, valamint a differenciálódás és 
szekunder metabolizmus összefüggésének vizsgálata is indokolt. Ezt támasztja 
alá az is, hogy ma már több mint tizenöt különbözı Streptomyces törzs genomi 
szekvenálását végezték el. 
A streptomycesek spórából kiinduló növekedésük során, szilárd 
táptalajon, kezdetben több genomot tartalmazó (cönocyticus), elágazó 
hifahálózatot hoznak létre, melyben szeptum csak ritkán fordul elı. Ez a 
hifahálózat átszövi a táptalajt, ezért szubsztrátmicéliumnak nevezik. A tápanyag 
fogytával a szubsztrátmicéliumra merılegesen, a levegı irányába légmicéliumot 
fejlesztenek, amely parazita módon a programozott sejthalál során szétesı 
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szubsztrátmicéliumból táplálkozik (Manteca és mtsai, 2007). A telep felszínét 
befedı légmicélium késıbb intenzív szeptumképzéssel egyetlen genomot 
tartalmazó kompartmentumokká (prespóra) alakul, melyekbıl pigmentált, érett 
spórák jönnek létre (1. ábra). 
 
 
1. ábra. A streptomycesek életciklusa szilárd táptalajon (Thompson CJ nyomán.)  
 
A spóraképzésre nem képes mutánsoknak két fı csoportját különböztetjük 
meg. Az egyik a légmicélium képzésére nem képes kopasz (bald) mutánsok 
csoportja. Az elnevezés a mutánsok viasz-szerő, fényes felülető megjelenésére 
utal. A másik csoportba tartozó mutánsok a légmicéliumból érett spórát nem 
képesek létrehozni. Ezeket white mutánsoknak hívjuk, mivel bennük elmarad a 
spóra érése során jellemzı sporulációs pigmentek termelése, s a telepek fehérek 
maradnak. 
A streptomycesek növekedése folyékony tenyészetben is hasonló. 
Kezdetben szerteágazó, cönocyticus hifafonalakat hoznak létre. Ezt a kvázi-
exponenciális vegetatív növekedést egyes fonalak lízise mellett reproduktív 
típusú (sporogén) hifafonalak megjelenése követi, melyeken az életciklus 
befejezıdéseként bizonyos törzseknél spóraképzés figyelhetı meg (2. ábra). 
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2. ábra. A streptomycesek növekedése folyékony tenyészetben (Vitális S. 
nyomán). 
 
A bakteriális differenciálódást bonyolult, szövevényes reguláció vezérli, 
melyben a környezeti szignálok érzékelése és az azokra adott válaszok mellett a 
sejtek közötti kommunikációnak is igen fontos szerepe van. 
 A differenciálódás szabályozásában és a sejtek közötti kommunikációban 
a többsejtőnek tekinthetı streptomycesek esetében változatos szerkezető 
autoregulátorok vesznek részt (Willey és Nodwell, 2008). Ilyen autoregulátor az 
intézetünkben leírt C faktor (Szabó és mtsai, 1962; Szabó és mtsai, 1964; 
további hivatkozások a disszertációban), és a Khokhlov professzor vezette 
szovjet-orosz munkacsoport által felfedezett A-faktor (Khokhlov és mtsai, 
1967). Az A-faktor hatásmódjának részletes tanulmányozása a Beppu és 
Horinouchi professzorok által vezetett japán munkacsoport nevéhez főzıdik 
(Horinouchi és Beppu 1992a; Horinouchi és Beppu 1992b; Horinouchi és Beppu 
1994; Horinouchi és Beppu, 1995; további hivatkozások a disszertációban). 
Disszertációmban a C faktor tisztítására és hatásmódjának felderítésére 
irányuló kísérleteinket foglalom össze, mely kísérletek egyúttal a két 
legrészletesebben tanulmányozott autoregulátor, a C faktor és A-faktor 
kölcsönhatására is adatokat szolgáltatnak. Ezek megerısítik azt a korábbi 
hipotézisünket, hogy a spóraképzés, mint a törzsek fennmaradásának eszköze, 
egy olyan folyamat, melyért semmilyen ár nem drága, s amelynek létrejötte 
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nyilvánvalóan nemcsak egyetlen úton, hanem egymással legalábbis részben 
összefüggı, alternatív útvonalakon játszódhat le. Ezek az útvonalak a különbözı 
Streptomyces törzsekben eltérhetnek, egyes elemei az evolúció során 
elveszhetnek stb. Véleményem szerint ilyen alternatív spóraképzési programok 
autoregulátorai a C faktor és az A-faktor. Adataink ezen alternatív útvonalak 
létezésének és kölcsönhatásuknak az elsı bizonyítékai. 
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II. CÉLKITŐZÉSEK 
 
Munkám célja az Intézetünkben korábban felfedezett és a S. griseus 
differenciálódásának szabályozásában szerepet játszó autoregulátor C faktor 
azonosítása, tiszta formában történı elıállítása, s a differenciálódásban betöltött 
szerepének molekuláris szintő analízise, melyhez az alábbi feladatok elvégzését 
tőztem ki célul: 
1. A C faktor kémiai mibenlétének tisztázása, tiszta formában való elıállítása és 
jellemzése. 
2. A C faktor fehérje voltának megállapítása után a fehérje génjének klónozása, 
és analízise. 
3. A klónozott gén, illetve géntermék differenciálódásra kifejtett hatásának 
vizsgálata különbözı Streptomyces törzsekben. 
4. A fehérje génjének deléciója és a ∆facC mutáns vizsgálata. 
5. A gén transzkripciójának tanulmányozása. 
6. A C faktor fehérje kifejeztetése a klónozott génrıl S. griseusban, S. 
lividansban és E. coliban, nagy mennyiségő, könnyen tisztítható C faktor 
elıállítása céljából. 
7. A heterológ gazdában kifejeztetett C faktor fehérje biológiai hatásának 
vizsgálata. 
8. A C faktorral homológ fehérjék azonosítása streptomycesekben és egyéb 
mikroorganizmusokban, szekvencia adatbázisok felhasználásával, s ez alapján a 
gén mikroorganizmusok közötti terjedésére hipotézis felállítása. 
9. Arra alapozva, hogy a C faktor génje néhány humán patogén Aspergillus 
fajban is megtalálható, aszpergillózis korai diagnosztizálására alkalmas 
kvantitatív, valós idejő polimeráz láncreakció alapú eljárás kifejlesztése. 
10. Az A-faktor és C faktor által indukált regulációs útvonalak, illetve azok 
esetleges kölcsönhatásainak vizsgálata. 
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11. A C faktor szekunder metabolizmus szabályozásában betöltött szerepének 
tanulmányozása. 
12. Mivel a C faktor (és az A-faktor is) extracelluláris autoregulátorai a 
differenciálódásnak és szekunder metabolizmusnak, továbbá streptomycesekben 
az extracelluláris eseményeknek rendkívül fontos a szerepe, célul tőztük ki a C 
faktor extracelluláris proteomra kifejtett hatásának vizsgálatát. 
13. Tekintettel arra, hogy a C faktor termelı Streptomyces törzs eredete 
kezdettıl fogva kétséges volt, a törzs taxonómiai besorolásának megerısítése, 
vagy helyes taxonómiai besorolása 16S rDNA szekvencia alapján. 
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III. AZ EREDMÉNYEK ÖSSZEFOGLALÁSA  
 
III.1. TISZTA FORMÁBAN IZOLÁLTUK A C FAKTOR FEHÉRJÉT 
Több lépéses eljárás során (ioncsere kromatográfia, DNS-agaróz affinitás 
kromatográfia) tiszta formában izoláltuk a C faktor fehérjét a S. griseus 45H 
törzs fermentlevébıl. A tisztítás során lényeges volt a proteáz gátlók (EDTA, N-
etil-maleinimid, fenil-metil-szulfonil-flourid) alkalmazása, mivel a 
streptomycesek nagyszámú és nagy mennyiségő proteázt szekretálnak, amelyek 
az ugyancsak a tápfolyadékba kiválasztott C faktor fehérjét lebontják. Lényeges 
volt továbbá a DNS-affinitás kromatográfia során a glicerin alkalmazása a 
pufferben, amely feltehetıleg a fehérje megfelelı konformációjának kialakulását 
segíti elı. SDS-PAGE-val, illetve izoelektromos fókuszálással megállapítottuk, 
hogy a C faktor egy 34500 Dalton molekulatömegő, bázikus fehérje. Ezek az 
adatok nagyon jól egybeesnek a késıbb, a fehérje génjének ismeretében 
számítható molekulatömeg és izoelektromos pont értékekkel. 
 
III.2. MEGÁLLAPÍTOTTUK, HOGY A C FAKTOR RENDKÍVÜL ALACSONY 
KONCENTRÁCIÓBAN KIFEJTI JELLEGZETES CITOMORFOLÓGIAI HATÁSÁT  
Amennyiben 1 egység C faktort úgy definiálunk, hogy az a fehérje 
mennyiség milliliterenként, amely a biológiai tesztrendszerünkben a jellegzetes 
citomorfológiai hatást kifejti, akkor 1 egység 8 nanogramm fehérjének felelt 
meg. Ha feltételezzük, hogy a preparátumban lévı fehérje egy része inaktív, ez 
az érték még ennél is kisebb lehetett. Ez egyúttal azt is jelenti, hogy a 
tesztrendszerünkben a leoltáskor mintegy 1000 C faktor molekula van jelen S. 
griseus 52-1 spóránként. Mivel a C faktor jellegzetes citomorfológiai hatását 20-
24 órás korban fejti ki, a növekedésnek ebben a stádiumában mintegy 10 
molekula C faktor esik genom-ekvivalensenként. Ezek az adatok a C faktor 
molekula és a C faktor biológiai hatás rendkívüli hatékonyságára és 
specifikusságára utalnak. 
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III.3. A C FAKTOR AZ ELSİKÉNT LEÍRT, STREPTOMYCESEKBEN 
SEJTDIFFERENCIÁLÓDÁST KIVÁLTÓ AUTOREGULÁTOR FEHÉRJE 
 
Az elsı közlemény, melyben streptomycesek által termelt, sporulációt 
serkentı, extracelluláris, diffúzibilis anyagot írtak le, 1957-ben jelent meg 
(Dondero és Scotti, 1957). Ezt követıen a Streptomyces griseus által termelt 
autoreglátor faktort (A-faktor) Khokhlov és munkatársai tíz évvel késıbb, 1967-
ben fedezték fel (Khokhlov és mtsai, 1967), nagyszámú mutáns szisztematikus 
vizsgálatával egy olyan törzsben, amely nagyon kevés streptomycint termelt. Az 
anyagot más, streptomycint nem termelı mutánsokhoz adva azok antibiotikum 
termelését nagymértékben fokozta. Késıbb az A-faktort nagyszámú S. griseus 
törzsben, sıt egyéb Streptomyces fajokban is megtalálták (Anisova és mtsai, 
1984). 
A Dondero és Scotti által leírt jelenséget kiváltó anyagot kémiailag nem 
azonosították, az A-faktor pedig egy kis molekulatömegő, lipid oldékony butiro-
lakton. Bár a C faktor fehérje leírása 1962-ben megtörtént (Szabó és mtsai, 
1962) fehérje voltának megbízható bizonyítéka a tisztítása volt, ami egyúttal az 
elsı fehérje természető autoregulátor leírása is (Biró és mtsai, 1980). 
 
III.4. KLÓNOZTUK ÉS AZONOSÍTOTTUK A C FAKTOR FEHÉRJÉT KÓDOLÓ GÉNT 
Egy „mini-génbank” screenelésével, próbaként az érett C faktor fehérje 
ismert N-terminális végét kódoló 76 bp degenerált oligonukletidot használva 
klónoztuk és analizáltuk a C faktort kódoló gént. A gén 975 bp hosszúságú, s 
startkodonja nem a baktériumokban általános ATG, hanem a streptomycesekben 
gyakran startkodonként használt GTG. A gén GC tartalma 70,7 mol%, s a 
tripletek harmadik pozíciójában 96,9% gyakorisággal G vagy C van. Ezen 
utóbbi adatok jellegzetesek a Streptomyces génekre. 
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III.5. A GÉN EGY 324 AMINOSAVBÓL ÁLLÓ FEHÉRJÉT KÓDOL 
A klónozott gén DNS szekvenciája alapján megállapítottuk, hogy a C 
faktor fehérje 324 aminosavból áll, s molekulatömege 34523 Da. A kódolt 
fehérje N-terminális végén egy 38 aminosavat tartalmazó tipikus szekréciós 
szignál szekvencia található, amely szekréció közben levágódik, s nem része az 
érett, biológiailag aktív fehérjének. Szekvencia analízis alapján 
valószínősítettük, hogy a fehérje a Tat (twin arginine translocation) útvonalon 
kerül exportra. Az érett C faktor fehérje 286 aminosavból áll, s molekulatömege 
31038 Da. A fehérje számított izoelektromos pontja 9,59, ami jó egyezés a 
korábban tisztított fehérje kísérletesen meghatározott izoelektromos pontjával. 
 
III.6. SZEKVENCIA ADATOK MEGERİSÍTÉSE TÖMEGSPEKTROMETRIÁVAL 
A gén szekvenálását, s a szekvencia alapján megállapított aminosav 
sorrendet a C faktor fehérje, illetve a fehérje triptikus fragmentjeinek 
electrospray-tömegspektrometriás analízisével erısítettük meg. Az érett fehérje 
mért tömege 31047 Da, ami jól megegyezik a szekvencia alapján számított 
31038 Daltonnal (3. ábra). Ugyancsak tökéletes az egyezés a 11 triptikus 
fragment esetében megállapított aminosav sorrend és a gén szekvencia alapján 
várható aminosav sorrend között (Szabó és mtsai, 1999). 
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3. ábra. A C faktor fehérje molekulatömegének ES-MS meghatárotása. 
 
III.7. A KLÓNOZOTT C FAKTOR GÉN BIOLÓGIAI HATÁSÁNAK VIZSGÁLATA 
A klónozott C faktor gént kis kópiaszámú, pSGF4 plazmidon ─ melyen a 
gén saját promoterérıl fejezıdik ki ─ bejuttatva a S. griseus 52-1 teszttörzsbe, 
ugyanolyan citomorfológiai hatást vált ki, mint az exogén hozzáadott C faktor 
fehérje.  
 
III.8. A C FAKTOR GÉN KIFEJEZTETÉSE NAGY KÓPIASZÁMÚ PLAZMIDRÓL 
A fehérje könnyebb tisztíthatósága érdekében megpróbáltuk a fehérjét a 
nagy kópiaszámú pIJ702 plazmid MelC1 promoter kontrollja alá klónozott facC 
génrıl kifejeztetni S. griseus és S. lividans törzsekben, de ez nem sikerült. Ennek 
okát abban látjuk, hogy a C faktor fehérje streptomycesekben nagy 
koncentrációban letális. Ez egybevág azzal a biológiai értékmérés során szerzett 
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korábbi tapasztalatunkkal, hogy nagyobb exogén C faktor koncentráció 
részleges, vagy teljes növekedésgátlást okoz. 
 
III.9. A C FAKTOR GÉN KIFEJEZTETÉSE E. COLIBAN 
Sikeresen kifejeztettük a C-terminálisan hexa-hisztidin farkat tartalmazó 
C faktor génjét a filogenetikailag távoli E. coliban. Az így Ni-affinitás 
kromatográfiával izolált rekombináns fehérje mind a hisztidin farok, mind a C 
faktor ellenes antitesttel reagál, s biológiailag ugyanolyan aktív, mint a S. 
griseus 45H törzs tápfolyadékából izolált fehérje. 
 
III.10. A C FAKTOR GÉN EGYETLEN PROMOTERRİL, ÉLETCIKLUS FÜGGİEN KERÜL 
TRANSZKRIPCIÓRA 
Amikor a C faktor gén 5’-végét és a kódoló részt megelızı, mindösszesen 
547 bp-nyi szekvenciát, mely feltételezésünk szerint a promotert kódolja, a 
pIJ2587 promoter próba vektorba klónoztuk, s a plazmidot S. coelicolor M512 
törzsbe transzformáltuk, az a légmicélium megjelenése után piros pigment 
termelését eredményezte. Az inszertet nem tartalmazó kontroll tenyészet fehér 
maradt (4. ábra).  
Ez arra utal, hogy a klónozott DNS fragmentum tartalmazta a facC 
promotert, s annak kifejezıdése a légmicélium megjelenése után következik be. 
Ez megfelel korábbi feltevésünknek, miszerint a C faktor a differenciálódás 
fontos regulátora, s expressziója életciklus függı. 
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4. ábra. A facC promoter régió in vivo tesztelése S. coelicolor M152 törzsben. 1. 
pIJ2587 kontroll plazmid; 2. expresszió a facC promoterrıl; 3. és 4. expresszió 
ramC vegetatív promoterrıl; 5. expresszió a promoter nélküli facC génrıl. 
 
A C faktor gén S1 nukleáz térképezésével megállapítottuk, hogy a gén 
egyetlen promoterrıl, a differenciálódási program reproduktív szakaszában kerül 
transzkripcióra (5. ábra). A -10 és -35 régiók szekvencia analízise alapján 
valószínősítettük, hogy promoterét nem az általános (a gének többségének 
felismerésében résztvevı σhrdB) szigma faktor ismeri fel. 
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5. ábra. A facC transzkripciós starthelyének meghatározása „shift-down” 
kísérletben S1 nukleáz térképezéssel. M. 32P-végjelölt HpaII emésztett pBR322 
molekulaméret marker, mellette a fragmentumok bázispárban kifejezett 
méretével; az 1-6 oszlopok a 0, 30, 60, 120, 240 és 420 perces mintavételi 
idıpontokból nyert mRNS mintákkal kapott szignálok. 
 
III.11. A C FAKTOR HELYREÁLLÍTJA A S. GRISEUS NRRL B-2682 TÖRZS KOPASZ 
MUTÁNSAINAK SPÓRAKÉPZÉSÉT  
A saját promoterrıl kifejeztetett, klónozott C faktor gén helyreállítja a 
differenciálódásában blokkolt, kopasz S. griseus NRRL B-2682 törzs A-faktor 
termelı (B-2682 AFP) és A-faktort nem termelı (B-2682 AFN) mutánsainak 
spóraképzését. Ez különösen érdekes felismerés, mivel a mutánsok, és szülıi 
törzsük sem tartalmaznak C faktor gént. Ez egyúttal azt is jelenti, hogy ezek a S. 
griseus törzsek tartalmaznak C faktorral kölcsönhatásba lépı, ez idáig 
azonosítatlan regulációs elemeket. 
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III.12. A C FAKTOR GÉN DELÉCIÓJA KOPASZ (BLD) FENOTÍPUST EREDMÉNYEZ 
A C faktor fehérjének a streptomycesek differenciálódásában betöltött 
szerepét a génnek a termelı S. griseus 45H törzsben való inaktiválásával is 
bizonyítani kívántuk. Terveink szerint génmegszakítás módszerével (inszerciós 
inaktiválás) C faktort nem termelı „null” mutánst kívántunk elıállítani A 
tervezett génmegszakítás helyett azonban a facC gén deléciója következett be. 
Az így elıállított ∆facC mutáns kopasz fenotípusú, s amelynek normál 
sporulációja a facC génnel helyreállítható. Ez a C faktornak a morfológiai 
differenciálódásban betöltött szerepét egyértelmően alátámasztja. 
 
III.13. A C FAKTOR INDUKÁLJA AZ A-FAKTOR REGULONT S. GRISEUS NRLL B-
2682 TÖRZSBEN  
A S. griseus B-2682, B-2682 AFN mutánsa és a B-2682 AFN/pSGF4 
transzformánsa proteom analízisével azt vizsgáltuk, melyek azok a fehérjék, 
amelyeknek szintézise a kopasz mutánsban szignifikánsan eltér a vad típusú 
törzsben észlelt szinttıl, s amelyek kifejezıdése a transzformánsban visszaáll a 
vad típus szintjére. Szignifikánsnak az eltérést akkor tekintettük, ha a fehérje 
szintek közötti különbség legalább kétszeres volt. A fehérjéket, melyek a fenti 
kritériumnak megfeleltek, a gélbıl kivágtuk, és triptikus emésztés után MALDI-
TOF-MS analízissel azonosítottuk. Az 1. táblázatban adom meg azokat a 
fehérjéket, melyek expressziója a B-2682 AFN mutánsban csökkent, s a mutáns 
facC transzformánsában visszaállt a vad típus szintjére. 
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1. táblázat. Az A-faktort nem termelı S. griseus B-2682 AFN mutánsban 
csökkent expressziót mutató fehérjék 
 
Elnevezés Fehérje 
jelölése 
Adatbázis 
azonosító 
Egyezésa Lefedettségb MWc PSD vagy 
CIDd 
megerısítés 
Tripszin-
szerő szerin 
proteáz 
SprU BAD24662 11/24 28% 26 kDa igen 
Karboxi-
peptidáz 
Cpase SG CAA46635 27/34 41% 49 kDa igen 
Amino-
peptidáz 
SGAP BAD67179 15/28 37% 36 kDa igen 
Proteáz A SGPA CAA01746 6/21 46% 18 kDa igen 
Metallo-endo-
peptidáz 
SgmA BAC21011 9/17 13% 70 kDa igen 
NAD(P) 
függı 
oxidoreduktáz 
StrU CAH94303 13/14 31% 45 kDa igen 
Foszfát kötı 
fehérje 
PstS CAB65418 18/47 38% 39 kDa igen 
Szuperoxid 
dizmutáz 
SodF AAD30139 19/36 37% 23 kDa igen 
Szuperoxid 
dizmutáz 
SodF AAD30139 13/35 34% 23 kDa igen 
 
a Az azonos és észlelt triptikus fragmentek száma 
b Szekvencia lefedettség 
c Számított molekulatömeg. A poszttranszlációs modifikáció miatt 
lényegesen eltérhet az észlelt tömegtıl. 
d PSD vagy CID megerısítés törént-e. 
 
Az eredmények azt mutatták, hogy a mutánsban nem, vagy nagyon 
lecsökkent expressziójú extracelluláris hidrolázok termelése, amelyek a fejlıdı 
légmicéliumot (sporogén hifát) látják el tápanyaggal az apoptotikus folyamat 
során elpusztuló sejtek anyagainak hidrolízisével, C faktor hatására helyreáll. 
Meglepetésünkre, az azonosított enzimek egy része (SprU, SGPA, SgmA és 
StrU) S. griseusban az A-faktor regulon által szabályozott. 
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III.14. A HELYREÁLLÍTOTT EXPRESSZIÓJÚ GÉNEK ADPA REGULONBA 
TARTOZÁSÁNAK TOVÁBBI BIZONYÍTÉKA 
Az azonosított fehérjék további jellemzése céljából az összes fehérjét 
kódoló gént in silico vizsgáltuk a Target Explorer programmal (Sosinsky és 
mtsai, 2003) annak megállapítására, hogy tartalmaznak-e a promoter 
régiójukban potenciális AdpA fehérje kötı helyet, ami az AdpA regulonhoz való 
tartozásukra utalna. Mivel ilyen szekvenciát mindegyik gén esetén sikerült 
azonosítani (2. táblázat), elmondhatjuk, hogy valószínőleg az összes azonosított 
fehérje bioszintézise AdpA által szabályzott.  
A helyreállított expressziójú gének további közös jellemzıje, hogy 
kofaktoruk van (ami többségükben cink) és a Tat (twin arginine translocation) 
útvonalon kerülnek szekrécióra. 
 
2. táblázat. Cisz elhelyezkedéső AdpA fehérje-kötı szekvenciák a B-2682 AFN 
mutánsban csökkent expressziót mutató fehérjék génjei elıtti régióban 
NCBI 
azonosító 
Gén A fehérje neve cisz szekvencia Pozíciób Score Megerısítésc 
AB182576 sprU Tripszin-szerő 
szerin proteáz 
TGGCCGAAAA - 300 6.84 Kato és 
mtsai, 2005 
X65719 scpD Karboxipeptidáz TGGCCGGAAC -98 8.23 in silico adat 
CGGCCGGATC - 72 7.51 AB125217 sgaP Aminopeptidáz 
TGTCCGGTTT - 171 7.23 
in silico adat 
AGGCCGGATT - 149 6.59 A24972 sprA Proteáz A 
TTGCTACCTT - 382 0.62 
Tomono és 
mtsai, 2005 
TGGCCGGTTT -100 8.89 AB085745 sgmA Metallo-
endopeptidáz TGGCCAGATT -300 8.56 
Kato és 
mtsai, 2002 
CGGCTGATTC -332 5.36 
TGGCGCGATC -319 7.20 
TGACCGAAAA -115 4.81 AJ862840 strU
a
 
NAD(P)-függı 
oxidoreduktáz 
TGGCCGTTGC -89 2.79 
Vujaklija és 
mtsai, 1991 
CGTCCGAAAT - 107 4.59 AJ243674 pstS Foszfát-kötı 
fehérje CGGCGGCTTC -130 4.48 
in silico adat 
TGGCCCGTAA - 89 5.79 AF141866 sodF Szuperoxid 
dizmutáz CGGCCCGAAC - 344 5.39 
in silico adat 
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a Az AdpA kötıhely az strR gén elıtt van, amely az strU gén transzkripciós 
aktivátora. 
b A transzlációs starthelytıl legtávolabbi nukleotid pozíció. 
c A megerısítés vagy kísérletes bizonyítékot, vagy in silico adattal való 
alátámasztást jelent. 
 
III.15. A C FAKTOR HELYREÁLLÍTJA A S. GRISEUS B-2682 AFN TÖRZS A-FAKTOR 
TERMELÉSÉT  
 Azok a kísérleti eredmények, melyek szerint a S. griseus B-2682 AFN 
mutáns normál spóraképzése a facC hatására helyreállt, s a transzformáns 
extracelluláris proteomja a vad típusúhoz volt hasonló, beleértve az AdpA által 
szabályzott hidrolitikus enzimek megjelenését, azt sugallták, hogy valamilyen 
módon a facC helyreállította a S. griseus B-2682 AFN törzs A-faktor termelését. 
Ez különösen érdekes, mert a S. griseus B-2682 törzs és AFN mutánsa nem 
tartalmaz C faktor gént. 
Az A-faktor bioszintézis helyreállítására vonatkozó feltételezésünket 
megerısítette az autentikus A-faktor, valamint a vizsgált törzsek 
sejtextraktumának HPLC-MS/MS analízise. Az A-faktor tömegspektrometriás 
mérése azt mutatta, hogy a S. griseus B-2682 és a S. griseus B-2682 
AFN/pSGF4 törzsek nagyjából azonos mennyiségő (2 mg ml-1 a standard módon 
készített sejtextraktumban) A-faktort termelnek. A S. griseus B-2682 AFN törzs 
extraktumában csak nyomokban detektáltunk A-faktort, míg a S. griseus 45H 
törzs extraktumában egyáltalán nem találtunk A-faktort. A S. griseus B-2682 
AFN törzs esetén nyomokban detektált A-faktor a molekula fragmentációs 
mintázata alapján minden kétséget kizáróan A-faktornak felel meg, azaz ebben a 
mutánsban az A-faktor bioszintézis génjei minden bizonnyal funkcióképesek, de 
a bioszintézis aktiválása elmarad. Amennyiben ez igaz, ez a mutáns az A-faktor 
bioszintézis szabályozásának megértésében nagyon hasznos lehet. 
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III.16. A S. GRISEUS B-2682 AFN TÖRZS VAD TÍPUSÚ AFSA GÉNT TARTALMAZ, 
MELYNEK TRANSZKRIPCIÓJA FOKOZOTT 
Annak eldöntésére, hogy az A-faktor szintézis elmaradása a S. griseus B-
2682 AFN mutánsban az afsA (az egyetlen eddig ismert, az A-faktor 
bioszintézisben résztvevı és arra specifikus gén) mutációjának a 
következménye, vagy valamilyen más okból nem kerül expresszióra, 
meghatároztuk a gén szekvenciáját, illetve vizsgáltuk a gén transzkripcióját 
szemikvantitatív RT-PCR módszerrel. A mutáns törzs afsA génje és a vad típusú 
törzs afsA génje mindössze egyetlen szinonim GGT>GGC (Gly) tripletben 
különbözött, ami nem magyarázza az A-faktor termelésbeli különbséget. 
Az A-faktor termelés és sporuláció folyékony tenyészetben a tápanyag 
elfogyásakor következik be, ezért a transzkripció tanulmányozására itt is ún. 
shift-down tenyészetet alkalmaztunk, amikor is az exponenciális növekedési 
szakaszban lévı tenyészetet minimál táptalajba visszük át. Ennek hatására a vad 
típusú törzs tenyészetében 1,5-2 órával az átmosás után reproduktív fonalak, 
majd 4-5 órával az átmosás után spóraképzés volt megfigyelhetı. Ugyanez a 
kopasz mutáns esetén nem következett be. Meglepetésünkre azt tapasztaltuk, 
hogy a shift-down csak kis mértékben befolyásolta az afsA mRNS mennyiségét, 
s az mRNS mennyisége a mutánsban jelentısen felülmúlta a vad típusú törzsét 
(6. ábra).  
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6. ábra. Az afsA gén transzkripciójának vizsgálata szemikvantitatív RT-PCR 
módszerrel. A minimál táptalajba való átmosáskor és utána 20, 60 és 180 perccel 
RNS-t izoláltunk, s az RT-PCR reakcióban minden esetben 100 ng RNS-t 
használtunk. Reverz transzkriptáz nélküli kontroll reakcióban nem kaptunk 
felszaporodó terméket, ami az RNS preparátumok DNS mentességét igazolta. 
 
Figyelembe véve, hogy a mutáns kis mennyiségő A-faktort termel, s az 
afsA génje funkcióképes, valószínősíthetı, hogy a mutáció az A-faktor 
bioszintézis szabályozásában résztvevı, eddig még ismeretlen génben van. Az 
afsA mRNS túltermelése a mutánsban arra utal, hogy a törzs az afsA gén 
fokozott expressziójával próbálja kompenzálni az A-faktor hiányt. Ezek az 
eredmények, az irodalomban elsıként, a két legrészletesebben tanulmányozott 
Streptomyces differenciálódásban és antibiotikum termelésben szabályozó 
szereppel bíró autoregulátor, a C faktor és A-faktor regulációs utak 
kölcsönhatására utalnak. 
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III.17. A C FAKTOR FOKOZZA A S. GRISEUS STREPTOMYCIN TERMELÉSÉT 
 A szekunder metabolitok termelése a morfológiai differenciálódással 
összefüggésben, szilárd táptalajon a légmicéliumképzéssel párhuzamosan, 
folyékony tápközegben pedig a kvázi-exponenciális növekedés befejezıdése 
után történik. A szekunder metabolitok közül ipari és gyógyászati szempontból 
kiemelkedı jelentıségőek az antibiotikumok. Az általunk vizsgált S. griseus 52-
1, S. griseus B-2682, S. griseus B-2682 AFN és S. griseus B-2682 AFP törzsek, 
bár eltérı mennyiségben, streptomycint termelnek. Arra kerestük a választ, hogy 
ezeknek a törzseknek a C faktor gént kis, illetve nagy kópiaszámban tartalmazó 
transzformánsaiban hogyan változik a streptomycin szintézis mértéke, vagyis a 
C faktor hatással van-e a morfológiai differenciálódással összefüggésben lévı 
antibiotikum termelésre. Adataink szerint a kis kópiaszámú, saját promoterrıl 
kifejeztetett C faktor gén a S. griseus 52-1 törzs streptomycin termelését 
lényegesen nem befolyásolja, míg a B-2682 AFN és B-2682 AFP törzsek 
streptomycin termelése a kis kópiaszámú plazmidon klónozott C faktor gén 
hatására jelentısen fokozódik. Ezek az adatok alátámasztják, hogy a C faktor a 
morfológiai differenciálódás és antibiotikum termelés pleiotróp regulátora. 
 
III.18. AZ A-FAKTOR HIÁNYOS MUTÁNSBAN A TÁPANYAG FELVÉTELBEN ÉS 
STRESSZ VÁLASZBAN RÉSZTVEVİ FEHÉRJÉK TÚLTERMELİDNEK 
A S. griseus B-2682 AFN törzsben a vad típusú, illetve a klónozott facC 
által komplementált törzsekhez viszonyítva fokozódik az ozmotikus és oxidatív 
stresszválaszban résztvevı fehérjék expressziója, valamint a 
tápanyagfelvételben résztvevı ABC transzporter fehérjék szubsztrát-kötı 
alegységeinek expressziója is (3. táblázat). Ez utóbbi valószínőleg a hidrolitikus 
enzimek expressziójának elmaradása miatt elıálló tápanyag hiány 
kompenzálására irányul, s a légmicélium (és sporogén hifa) tápanyag ellátását 
hivatott (próbálja) megoldani. 
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3. táblázat. A S. griseus B-2682 AFN törzsben azonosított, megnövekedett 
expressziót mutató fehérjék.  
 
Adatbázis 
azonosító 
Elnevezés Egyezésa Lefedettségb Mrc 
(kDa) 
PSD vagy 
CID 
megerısítésd 
Sece ADP-
ribozilációs 
szekvenciaf 
SGR1460 Osm C-szerő 
ATP/GTP-kötı 
fehérje 
 
4/9 
 
24% 
 
14.5 
igen nincs nincs 
SGR2245 szuperoxid 
dizmutáz SodN 
11/15 32% 15 igen nincs nincs 
SGR3109 feltételezett 
aminotranszferáz 
 
31/43 
 
51% 
 
39.4 
igen nincs nincs 
SGR1498 xylóz ABC 
transzporter 
szubsztrát-kötı 
fehérje 
 
32/34 
 
56% 
 
38.8 
nem 1-27 21LAACG25 
SGR5704 
 
Spo0M 
sporulációs 
kontrol fehérje 
 
16/24 
 
29% 
 
28.5 
igen 1-17 nincs 
SGR2237 feltételezett 
arginin-, ornitin-
kötı fehérje 
 
34/47 
 
69% 
 
33.5 
igen 1-25 29LTACG33 
SGR5275 Maltóz-kötı 
fehérje MalE 
 
21/45 
 
43% 
 
44.8 
igen 1-29 18ATACG22 
SGR1737 glutamát ABC 
transzporter 
szubsztrát-kötı 
fehérje 
 
 
35/38 
 
 
56% 
 
33 
igen 1-22 19ATACG23 
 mangán 
szuperoxid 
dizmutáz SodA 
9/14 56% 22.4 igen nincs nincs 
SGR5280 feltételezett α-
amylase 
25/46 44% 60.7 igen 1-35 nincs 
 
a Az azonos és észlelt triptikus fragmentek száma. 
b Szekvencia lefedettség. 
c Számított molekulatömeg. A poszttranszlációs modifikáció miatt 
lényegesen eltérhet az észlelt tömegtıl. 
d PSD vagy CID analízissel megerısítés. 
e A szekréciós szignál szekvencia hossza. 
f Az ADP-ribozilációs szekvencia pozíciója. 
 
A fehérjék többsége rendelkezik amino-terminális szekréciós szignál 
szekvenciával, és egy konzervált prokarióta membrán lipoprotein lipid 
kötıhellyel, amelyben megtalálható a szekréciót szabályzó ADP-ribozilációban 
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résztvevı konzervált cisztein. A fehérjék mindegyike nagyfokban konzervált az 
ismert genomú streptomycesekben. 
 
III.19. A MEGNÖVEKEDETT FEHÉRJESZINT TRANSZKRIPCIÓS SZABÁLYOZÁS 
EREDMÉNYE 
A kopasz mutánsban (B-2682 AFN) túltermelt azonosított extracelluláris 
fehérjék egy része meglepetésünkre lipoprotein, melyek a sejtfelszínen 
lokalizálódnak, tehát a szekretomban észlelt koncentrációjuk nem feltétlenül 
tükrözi génjük transzkripciós aktivitását. Ez természetesen igaz a szekretom 
összes fehérjéjére is, mivel a szintetizált fehérje mennyisége 
poszttranszkripcionálisan, valamint a transzlációs és poszttranszlációs lépések 
során is szabályozható. Ezért annak eldöntésére, hogy az észlelt fehérje 
túltermelés legalábbis részben a gének fokozott transzkripciójának a 
következménye-e, vizsgáltuk a tenyészetekben a gének expresszióját szemi-
kvantitatív RT-PCR módszerrel (7. ábra). 
Eredményeink azt mutatták, hogy az összes vizsgált fehérje 
transzkripciója jelentısen magasabb volt a légmicélium képzés korai 
szakaszában (A oszlopok) a kopasz mutánsban (B-2682 AFN), mint a vad típusú 
törzsben (B-2682). Ez a streptomycesek életciklusa során megfelel annak a 
kritikus szakasznak, amikor a programozott sejthalál megkezdıdik, és a sejtek 
lízise szolgáltatja a tápanyagot a differenciálódó légmicéliumnak. Lényegesen 
kisebb expressziós szintkülönbséget észleltünk a vizsgált törzsek között a 
sporuláció idıszakában (S oszlopok). Ez arra utal, hogy a transzkripció 
fokozódása a programozott sejthalál idıszakára specifikus, s a megnövekedett 
fehérje szintek a gének fokozott mértékő transzkripciójának eredményei. 
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7. ábra. A S. griseus B-2682 AFN törzsben túltermelt 9 fehérjét kódoló gén 
transzkripciójának vizsgálata szemikvantitatív RT-PCR módszerrel. A. 
Mintavétel a légmicélium képzés idıszakában (36 óra); S. Mintavétel a 
sporuláció idıszakában (54 óra). Az rpsI az SGR2801 fehérje génje, mely az S9 
riboszómális fehérjét kódolja, s belsı kontrollként használtuk. No RT. Kontroll, 
mely azonos az rspI-el, csak nem adtunk reverz transzkriptázt.  
 
III.20. A C FAKTOR FELTÉTELEZETT HATÁSA AZ A-FAKTOR BIOSZINTÉZISRE 
A C faktor hatásának molekuláris szintő értelmezése ugyan nem adható 
meg a dolgozatban leírt kísérletek alapján, de feltételezhetı, hogy hatása, 
legalábbis a S. griseus B-2682 törzsben az A-faktor bioszintézis eddig 
ismeretlen regulációs lépését érinti (8. ábra), melyet a S. griseus B-2682 törzs és 
AFN mutánsának genomi szekvenálásával, s a mutáció azonosításával kívánunk 
megválaszolni. 
 26 
 
C faktor
?
 
8. ábra. Az A-faktor és C faktor regulációs útvonalak feltételezett kölcsönhatása 
S. griseus B-2682 törzsben. 
 
III.21. A FACC ELİFORDULÁSA ÉS TERJEDÉSE 
Elsısorban in silico analízissel kimutattuk, hogy a gén csak néhány 
Streptomyces törzsben, bizonyos humánpatogén fonalas gombákban, s egyes 
Gram-pozitív baktériumokban és fágjaikban fordul elı, s ezen 
mikroorganizmusok között horizontális géntranszferrel terjedt. A humánpatogén 
gombákban való elıfordulás pedig a gén detektálásának diagnosztikai célú 
felhasználását teszi lehetıvé. 
 
III.22. A C FAKTOR TERMELİ TÖRZS TAXONÓMIAI BESOROLÁSA 
A törzsek 16S rRNS gén szekvenciája alapján megállapítottuk, hogy a S. 
griseus 45H jelő törzs taxonómiai besorolása helytelen. A törzs valójában a S. 
albidoflavus csoport tagja, ezért javasoltuk elnevezését S. albidoflavus 45H-ra 
megváltoztatni. 
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III.23. A C FAKTOR MINT PATOGENITÁSI FAKTOR? 
A C faktor termelı törzs megváltozott taxonómiai besorolása, s az, hogy a 
gén a burgonya varasodást okozó S. scabies törzsben, illetve humánpatogén 
gombákban fordul elı, felvetette a C faktor esetleges szerepét a patogenitás 
kialakulásában. Mint hozzáférhetı kísérleti rendszert, a burgonya varasodás 
kialakulását vizsgáltuk kooperációban, mikrogumó fertızésével. Eredményeink 
alapján a burgonya varasodás kialakulásában szerepet játszó extracelluláris 
észteráz termelése, amely potenciális patogenitási faktor, ugyancsak a C faktor 
regulációja alatt áll.  
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IV. GYAKORLATI HASZNOSÍTHATÓSÁG 
 
A dolgozat eredményei alapján két területen látok jelentıs gyakorlati 
hasznosítási lehetıséget.  
1. A C faktor gén egyes humán patogén fonalas gombában (Aspergillus 
fumigatus, A. terreus, Neosartorya fischeri, Chaetomium globosum) való 
elıfordulása alapján lehetıség van az emberben aszpergillózist okozó törzsek 
humán eredető mintákban (vér, bronchoalveoláris mosófolyadék, stb) való 
kimutatására. Az erre a célra alkalmas, rendkívül érzékeny és specifikus, 
TaqMan alapú RT-qPCR esszéket ki is dolgoztuk. Ezek az esszék alkalmasak 
diagnosztikai célú kitek kifejlesztésére. Az eljárás magyar szabadalmi 
igénybejelentése 2008-ban P0800722 számon megtörtént. Jelenleg a nemzetközi 
bejegyzés [PCT] van folyamatban. 
 
2. Az eredmények lehetıséget kínálnak a C faktor génnek az antibiotikum 
termelı ipari törzsek fejlesztésében való hasznosítására is. Igen gyakori 
probléma az iparban a törzsfenntartás, mivel a törzsek nem képeznek spórát. 
Bizonyos törzsek esetén legalábbis látok esélyt arra, hogy C faktor génnel való 
transzformációjuk megoldhatja ezt a gyakorlatban fontos kérdést. 
Eredményeink alapján bizonyos törzsek esetében ugyancsak elképzelhetı, hogy 
C faktor génnel való transzformációjuk a termelt antibiotikum mennyiségének 
fokozását eredményezi. 
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V. EPILÓGUS 
 
Befejezésül néhány gondolat a streptomycesek differenciálódásáról, a 
differenciálódással összefüggı szekunder metabolizmusról és ezen folyamatok 
szabályozásáról. 
A streptomycesek a talaj baktérium populációinak jelentıs részét alkotják. 
Ennek oka nyilvánvalóan az, hogy kiválóan alkalmazkodnak az adott 
élıhelyhez. Ebben micéliális növekedésük, a nagyszámú extracelluláris 
hidrolitikus enzim termelése, melyekkel a legkülönbözıbb, más baktériumok 
számára hozzáférhetetlen, vagy nehezen hasznosítható tápanyagokat képesek 
felhasználni, s szekunder metabolit termelésük egyaránt fontos szerepet játszik. 
Bıséges tápanyag ellátottság esetén a hifafonalak apikális növekedése és a 
gyakori elágazásai révén a telep növekedése kvázi-exponenciális. A hifafonalak 
átszövik a talajt, tehát helyhez kötöttek. Ez a tápanyag lokális elfogyásakor az 
élılény pusztulásával járna. Hogy ez ne következzen be, az evolúció során 
kialakult a mozgékony, túlélı sejtek létrehozásának a képessége. Ezek a túlélı 
sejtek, a spórák, a legkülönbözıbb fizikai és kémiai behatásokkal szemben 
rezisztensek, metabolizmusuk gyakorlatilag leáll, akár évszázadokig is képesek 
nyugvó állapotban maradni, s amikor kedvezı körülmények közé kerülnek, újra 
kicsírázni és vegetatív növekedésbe kezdeni. A sporuláció tehát a törzsek 
fennmaradásának eszköze, melyért semmilyen ár nem drága, s amelynek 
létrejötte nyilvánvalóan nemcsak egyetlen úton, hanem egymással legalábbis 
részben összefüggı, alternatív útvonalakon játszódhat le. Ezek az útvonalak a 
különbözı Streptomyces törzsekben eltérhetnek, egyes elemei az evolúció során 
elveszhetnek stb. Ennek a spóraképzési programnak a része a légmicélium 
képzés, a telep bizonyos hifáinak programozott elhalása, az elpusztult sejtek 
anyagainak hidrolízisére szolgáló enzimek termelése, s az ilyenkor felszabaduló 
tápanyag védelme más talajlakó mikroorganizmusokkal szemben, melyre a 
szekunder metabolitok széles tárháza szolgálhat. 
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Mindezeknek a folyamatoknak térben és idıben szigorúan meghatározott 
rendben kell lejátszódniuk, melyet csak egy bonyolult szabályozás biztosíthat. 
Úgy tőnik, hogy a reguláció elsısorban a transzkripció szintjén valósul meg. A 
szabályzásnak hierarchikus rendje van. Központi transzkripciós aktivátorok 
további transzkripciós aktivátorok szintézisét iniciálják, amelyek bonyolult 
bioszintetikus utakat kapcsolnak be. Nyilvánvalóan elınyös, ha ezek a 
folyamatok egyszerre sok, vagy az összes sejtben összehangoltan játszódnak le. 
Erre szolgálhatnak a különbözı diffúzibilis autoregulátor molekulák. 
A két legrészletesebben tanulmányozott autoregulátor a S. griseus által 
termelt A-faktor, és a S. griseus 45H által termelt C faktor. Érdekes, hogy az A-
faktor egy lipidoldékony kismolekula, a C faktor pedig egy fehérje. További 
érdekesség, hogy mindkét autoregulátor homológjai megtalálhatók az ugyancsak 
talajlakó fonalas gombákban. Ez a regulátor molekuláknak az élıhelyhez való 
alkalmazkodás kialakulásában nyújtott elınyös voltára utal. 
Az a tény pedig, hogy az A-faktor termelésére nem képes S. griseus 45H 
által termelt autoregulátor, a C faktor, a C faktor génnel nem rendelkezı S. 
griseus NRRL B-2682 törzs mutánsában az A-faktor termelését és az A-faktor 
regulon aktiválását váltja ki, arra utalhat, hogy korábban együtt létezı, 
egymással kölcsönhatásba lépni képes alternatív regulációs útvonalakkal állunk 
szemben. 
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